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ABSTRAKT 
Bakalárska práca sa zaoberá produkciou vodíka baktériami rodu Clostridium – konkrétne 
C. butyricum a C. tyrobutyricum. V teoretickej časti sú rozobrané spôsoby výroby vodíka, 
rozdelené na biologické a nebiologické metódy. Práca sa ďalej zameriava na praktické 
využitie vyššie uvedených mikroorganizmov na účely výroby vodíku. Ako jedno z možných 
rastových médií pre vyššie uvedené baktérie predstavuje srvátku z mliekarenských výrob.  
V experimentálnej časti práce bola použitá polymerázová reťazová reakcia na  
identifikáciu baktérií rodu Clostridium, druhov Clostridium butyricum a Clostridium 
tyrobutyricum. PCR produkty boli z dôvodu overenia špecifity reamplifikované s použitím 
rovnakých primerov. Ďalej bola pomocou PCR dokázaná prítomnosť génu na produkciu 
enzýmu hydrogenázy A. 
ABSTRACT 
Bachelor thesis deals with hydrogen production using bacteria of Clostridium genus - 
specifically C. butyricum and C. tyrobutyricum. Theoretical part analyzes means of hydrogen 
production divided into biological and non - biological methods. Thesis is further aimed at 
practical use of these microorganisms for hydrogen production purposes and introduces 
cheese whey as one of utilizable growth medias. 
In experimental part, there was used polymerase chain reaction for identification of 
bacteria genus Clostridium and species Clostridium butyricum and Clostridium 
tyrobutyricum. PCR products were reamplified using the same primers for specifity 
confirmation purposes. Presence of gene producing hydrogenase A enzyme was proved by 
PCR, too. 
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1. ÚVOD 
Vodík je najjednoduchším a najrozšírenejším prvkom vo vesmíre. Na Zemi sa prakticky 
vyskytuje iba viazaný v zlúčeninách. [1] Elementárny vodík, ktorý  sa využíva ako zdroj 
energie sa nachádza napríklad v plynnom obale hviezd alebo na povrchu Slnka. Priemyselne 
sa už desaťročia využíva na  rafináciu ropy, čírenie skla, výrobu polovodičov a hnojív, 
zváranie, rezanie a tepelné spracovanie kovov, stužovanie a úpravu tukov, výrobu 
syntetického benzínu z uhlia a mnoho ďalších aplikácií. [2] S pokrokom moderných 
technológií sa o vodíku čoraz častejšie uvažuje v súvislosti s jeho energetickým využitím. 
Znižujúce sa zásoby fosílnych palív nútia vedcov hľadať v tejto oblasti alternatívne riešenia. 
Vodík je považovaný za jeden z najnádejnejších alternatívnych energetických zdrojov, je 
čistý, efektívny a recyklovateľný. [3] Najsilnejším argumentom pre výrobu vodíka je 
možnosť jeho spracovania v palivových článkoch. Pri tomto procese vzniká priamo elektrická 
energia a odpadné teplo. Hlavným motorom na poli vodíkovej energetiky sú v súčasnosti 
USA, ktoré si za cieľ vytýčili prevedenie národnej energetiky na vodík ako kľúčovú surovinu. 
Ani Európa nezostáva pozadu, prostriedky venované na výskum v tejto oblasti poskytujú 
priestor aj na jeden z najnovších trendov – biologickú anaeróbnu produkciu vodíku. 
Produkcia vodíku mikroorganizmami sa javí ako účelná, priateľská k životnému prostrediu 
a energeticky výhodná. Aj napriek nesmiernemu pokroku, ktorý bol dosiahnutý v oblasti 
fermentačnej produkcie vodíku, je stále prevádzková aplikácia tejto technológie otázkou 
nasledujúcich rokov. Problémom zostáva aj fakt, že pri masovom rozvoji vodíkových 
technológií (napr. pri použití v automobilovom priemysle) by bolo nutné obrovské zvýšenie 
produkcie elektrickej energie, ktoré by pravdepodobne bolo možné pokryť iba podstatne 
väčším využívaním atómovej energie. [1], [2] 
 
1.1. Cieľ práce 
Cieľom tejto práce v teoretickej časti je zamerať sa na produkciu vodíku ako zdroja energie 
a na využitie zástupcov rodu Clostridium na produkciu vodíku s využitím srvátky ako 
kultivačného média. 
V praktickej časti práce je cieľom použiť metódy PCR na amplifikáciu DNA rodu 
Clostridium, druhov C. butyricum a C. tyrobutyricum a na amplifikáciu génu kódujúceho 
hydrogenázu A (hydA). Špecifické amplikóny budú detegované pomocou gélovej 
elektroforézy na agaróze.  
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2. TEORETICKÁ ČASŤ 
2.1. Výroba vodíka 
Výroba vodíka sa stala predmetom záujmu mnohých celosvetových spoločností kvôli jeho 
širokému použitiu a ekologickým aspektom. Vodík počas horenia dáva iba vodu ako jedinú 
splodinu. V súčasnosti sa používa najmä na výrobu metanolu a amoniaku a v rafinérskom 
priemysle. Ročná výroba vodíku sa pohybuje okolo 55 miliónov ton a ročne sa jeho spotreba 
zvyšuje približne o 6 %. Najvyužívanejšou surovinou sú fosílne palivá, zhruba 96 % 
celkového objemu vodíku je vyrobených parným reformovaním zemného plynu. [4], [5], [6] 
Ako náhrada fosílnych palív sa používajú organické materiály biologického pôvodu a ich 
zvyšky. Používanie biomasy za účelmi výroby energie a bioproduktov prispieva k redukcií 
skleníkových plynov. [7]  
Približne 4 % vodíka sú vyrobené elektrolýzou vody. Elektrolytické a plazmatické procesy 
výroby sú vysokoúčinné, zároveň však spotrebovávajú najviac energie. V budúcnosti sa 
predpokladá výroba vodíku najmä enzymatickou cestou a splyňovaním biomasy. To je 
dôvodom, prečo sa značná pozornosť venuje práve biologickým metódam a ich účinnosti. [8], 
[9] 
2.2. Vodík ako palivo 
Vodík je potencionálne bezemisné alternatívne palivo, ktoré je možné jednoducho vyrobiť. 
Aj keď sa v súčasnosti nevyužíva vo veľkej miere, je globálnym záujmom nahradiť bežne 
používané fosílne palivá palivami, ktoré nezaťažujú životné prostredie svojimi emisiami, sú 
lacné a dostupné. [1] 
 
Výhody vodíka: 
 pri spaľovaní vodíka nevznikajú  emisie, ktoré spôsobujú globálne klimatické zmeny 
 dosiahnutie vyššej účinnosti pri využívaní vodíka 
 môže byť vyrábaný z viacerých energetických zdrojov 
 
Nevýhody vodíka: 
 nie je to zdroj energie, iba jej nosič 
 na získanie vodíka je potrebné dodať vstupnú energiu 
 výbušnosť vodíka 
 vysoké náklady na jeho výrobu [10] 
2.3. Nebiologické spôsoby výroby vodíka 
2.3.1. Parné reformovanie 
Najrozšírenejšou veľkovýrobou vodíka je parné reformovanie ropných uhľovodíkov. 
Reakciou zemného plynu a pary vysokej teploty, alebo jeho čiastočnou oxidáciou vzniká 
zmes vodíku, oxidu uhoľnatého a oxidu uhličitého. Zvyškové množstvo oxidu uhoľnatého 
reaguje s vodou a vzniká ďalšie množstvo vodíku. Teplo na reformnú reakciu je dodávané 
z priameho spaľovania zemného plynu. Táto metóda je najlacnejšia, najefektívnejšia a najviac 
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využívaná pri výrobe vodíku.  Nevýhodou je ale množstvo vyprodukovaného oxidu uhličitého 
– na 1 kg vodíku pripadá 7,05 kg CO2.  
Reformná reakcia: 
224 3HCOOHCH    (1) 
Konverzia CO: 
222 HCOOHCO  [10]  (2) 
2.3.2. Elektrolýza vody 
Pôsobením elektrického prúdu dochádza k lýze vody na vodík a kyslík.  
Elektrolýza vody môže byť: 
a.) alkalickou elektrolýzou s vodným lúhom draselným pri teplote 80 °C 
b.) membránovou elektrolýzou s vodiacou protónovou membránou pri 80 °C 
c.) vysokotepelnou elektrolýzou s keramickou membránou pri teplote 650 – 1 200 °C 
Tento postup zabezpečuje výrobu vodíka bez CO2. [11] 
Rovnica elektrolýzy vody:  
222 O2HO2H    (3) 
Pri obnoviteľnej elektrolýze štiepi vodu na vodík a kyslík elektrický prúd generovaný 
technológiami využívajúcimi obnoviteľné zdroje energie, ako napríklad slnečnú, alebo 
veternú. [12] 
2.3.3. Splyňovanie 
Splyňovanie je považované za ekonomicky najvýhodnejšiu produkciu veľkých množstiev 
vodíka kvôli jeho relatívne nízkej cene. Je to dvojstupňový proces, v ktorom je biomasa 
termochemicky premenená na horľavý plyn. V prvom kroku sa prchavé zložky za prítomnosti 
kyslíku, vzduchu alebo pary odparia za teplôt nižších ako 600 °C. V druhom kroku je 
vzniknuté drevené uhlie splynené pri 800 – 850 °C pomocou reakcie s kyslíkom, parou 
a vodíkom. Výťažok je zmesou plynov primárne pozostávajúcich z oxidu uhoľnatého, oxidu 
uhličitého a vodíka. Nepoužité drevené uhlie je spálené, vzniknuté teplo je využité na 
splynenie. 
Celková reakcia:  
 2222 COHCOOHOBiomasa  medziprodukty  (4) 
Medziproduktami sú primárne metán a cyklické uhľovodíky (decht), niektoré komponenty z 
pôvodnej biomasy (minerálne látky) v plynnom alebo pevnom skupenstve a popol. 
Z konečného produktu je potrebné odstrániť anorganické nečistoty a decht. Obsah CO je 
možné premeniť na ďalší vodík podľa nasledujúcej reakcie: [13] 
222 HCOOHCO    (5) 
2.3.4. Reformovanie obnoviteľných tekutých palív 
Biomasa je premeniteľná na etanol, biooleje a ďalšie tekuté palivá, ktoré sa dajú použiť na 
reformovanie za vzniku vodíku. Reformovanie tekutých palív na vodík je podobné 
reformovaniu zemného plynu.  
Reformovanie bioetanolu je sľubnou metódou produkcie vodíka z obnoviteľných zdrojov. 
Ródium a nikel sú zatiaľ najlepšie a najviac používané katalyzátory parného reformovania 
etanolu. Z pomedzi rozmanitých surovín je etanol veľmi zaujímavý z hľadiska vysokého 
výťažku vodíka, dostupnosti, netoxicity, jednoduchosti pri skladovaní a zaobchádzaní. Okrem 
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toho sa dá etanol vyrobiť  fermentáciou biomasy (rastlinná biomasa, odpad z agropriemyslu, 
odpad z lesníctva, organický komunálny odpad). Proces reformovania etanolu za účelom 
výroby vodíku sa dá rozdeliť do dvoch skupín: 
 parné reformovanie 
 autotermné reformovanie 
V porovnaní s autotermným reformovaním si parné reformovanie získalo viac pozornosti 
kvôli svojej relatívne vyššej efektivite konverzie. Rovnica parného reformovania pri dostatku 
vodnej pary, výťažok vodíku je maximálny: 
22252 6H2COO3HOHHC     (6) 
Rovnica parného reformovania pri nedostatku vodnej pary:  
2252 4H2COOHOHHC    (7) 
Vodík sa dá vyrobiť aj parciálnou oxidáciou etanolu pri teplote približne 500 °C podľa 
nasledujúcej reakcie: 
2252 3H2COO
2
1
OHHC 
  (8) 
Selektivita vodíku pri parciálnej oxidácii etanolu je všeobecne nízka. Na zvýšenie výťažku 
vodíka sa používa autotermné reformovanie, tiež nazývané aj oxidatívne parné reformovanie. 
Je kombináciou oxidácie etanolu a parného reformovania.  
Reakcia autotermného reformovania etanolu: 
222252 5H2COO
2
1
O2HOHHC 
  (9) 
Bioetanol a vodík vyprodukovaný z bioetanolu sú efektívne využiteľné v palivových článkoch 
a sú šetrné k životnému prostrediu. [14] 
2.3.5. Nízkoteplotná lýza vody 
Všeobecne je ako nízkoteplotná lýza vody označovaný termochemický cyklus štiepiaci 
vodu na vodík a kyslík v stechiometrickom pomere pri teplote do 1000 °C. Proces založený 
na redoxných reakciách Mn2+ a Mn3+ oxidov má niekoľko krokov, prebieha pri maximálnej 
teplote 850 °C a do reakcie nevstupujú, ani z nej nevystupujú toxické alebo korozívne 
medziprodukty. 
Prebieha v dvoch krokoch: 
22 HOxOHRed    (10) 
2O
2
1
RedOx 
  (11) 
Ako Red je označený kov, alebo jeho oxid, ktorý podlieha oxidácii. V reakcii vzniká jeho 
oxidovaná forma. Druhá reakcia znázorňuje redukciu oxidovaného kovu, ktorá je sprevádzaná 
vznikom kyslíka. [15] Termochemická lýza vody redoxnými reakciami sodíka bola skúmaná 
ako možná budúca metóda výroby vodíka. Skladá sa z troch samostatných reakcií, ktorými 
sú: 
 Reakcia hydroxidu sodného so sodíkom za vzniku vodíku, prebiehajúca pri 350 °C: 
11 
22 H + O2Na  2Na + 2NaOH    (12) 
 Termolýza oxidu sodného za vzniku elementárního sodíka, reakcia prebieha pri 
400 °C: 
(g)2(s)2(s)2 2Na + ONa  O2Na 
  (13) 
 Hydrolýza peroxidu sodného za vzniku kyslíku pri teplote 100 °C: 
2(g)(s) (l)22(s)2 O
2
1
 + 2NaOH OH + ONa 
  (14) 
Iné techniky nízkotepelnej lýzy vody vyžadovali teploty do 850 °C, pri výrobe za použitia 
systému so sodíkom postačujú teploty do 400 °C, a to kvôli používaniu nerovnovážných 
techník na kontrolu entropií chemických reakcií. Ak by sa podarilo ešte znížiť reakčnú 
teplotu, bolo by možné využívať rôzne zdroje ohrevu, napríklad solárne panely a odpadné 
teplo z priemyslených výrob. Nevýhodou je možná korózia vznikajúca pôsobením zlúčenín 
sodíka na povrchu reaktoru. Dá sa jej však zabrániť vývojom a použitím vhodného materiálu. 
Do budúcna sa očakáva modifikovanie nerovnovážneho procesu, čo bude mať za následok 
ďalšie zníženie reakčnej teploty.  
2.3.6. Vysokoteplotná lýza vody 
Vysoké teploty vytvárané solárnymi panelmi alebo jadrovými reaktormi umožňujú priebeh 
chemických reakcií, ktoré štiepia vodu a produkujú vodík. [16] Vysokoteplotné pevné cely na 
elektrolýzu (SOEC) sú zariadenia na výrobu vodíka s vysokým výkonom, pretože dokážu 
rozštiepiť vodu na vodík a kyslík efektívym a ekonomickým spôsobom. V kombinácií 
s externým zdrojom tepla (napr. slnečným, geotermálnym alebo jadrovým) sa dosahuje 
vysokej účinnosti bez emisie skleníkových plynov. Para je rozkladaná na katóde, súčasne 
dochádza k migrácií aniónov kyslíku elektrolytom. Molekulárny kyslík vzniká na povrchu 
anódy odovzdávaním elektrónov. Dosahuje sa účinnosti až 40 – 50 % v porovnaní 
s konvenčnou elektrolýzou, ktorej účinnosť je iba 30 %. Tieto procesy prebiehajú pri teplote 
700 – 1000 °C.Výhodami sú celkové nízke náklady na energiu, vysoká efektivita procesu 
rastúca s teplotou a možnosť použitia viacerých zdrojov pary vysokej teploty. 
Aby bola výroba vodíka ekonomicky rentabilná, sú na SOEC komponenty kladené vysoké 
požiadavky z hľadiska teplotnej odolnosti. Elektrolyt musí byť chemicky stabilný, uzavretý 
v plynotesnej elektróde, s vysokou iónovou a nízkou elektrónovou vodivosťou. Elektródy 
musia byt porézne, chemicky stabilné v silnom oxidačno – redukčnom prostredí s dobrou 
elektrónovou vodivosťou. [17] 
2.3.7. Fotoelektrochemická lýza vody 
Fotoelektrochemické systémy produkujú vodík z vody za použitia špeciálnych 
polovodičov a slnečnej energie. Systém je zložený z fotovoltaického článku a platinovej 
elektródy, ktoré sú ponorené v roztoku elektrolytu. Špeciálne polovodiče absorbujú slnečnú 
energiu, ktorá štiepi molekuly vody za vzniku vodíku na polovodičovej elektróde a kyslíku na 
kovovej elektróde: [16], [18] 
Fotoanóda:  4HO4éO2H 22   (15) 
Katóda: 22H4é4H 
   (16) 
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222 2HOO2H    (17) 
2.3.8. Pyrolýza 
Pyrolýza je proces, ktorý termicky rozkladá biomasu za vzniku zmesi plynov, dreveného 
uhlia a biooleja. Dej sa uskutočňuje za neprítomnosti kyslíku podľa reakcie: 
bioolejuhliedrevenéplynyenergiaBiomasa   (18) 
Pomer vznikajúcich produktov závisí od metódy pyrolýzy, zloženia biomasy a reakčných 
podmienok. [13] Z technologického hľadiska sa dajú pyrolytické procesy rozdeliť na 
nízkoteplotné ( < 500 °C), strednoteplotné (500 -  800 °C) a vysokoteplotné ( > 800 °C).  
Vybrané reakcie prebiehajúce pri pyrolýze:  
224 3HCOOHCH    (19) 
22 HCOOHC    (20) 
2COCOC 2    (21) 
zCyHxCHHC 24mn    (22) 
Rýchla pyrolýza je považovaná za vysoko progresívny proces premeny biomasy vo forme 
dreva a iných odpadných materiálov na produkty s vyššou energetickou hodnotou (najmä ide 
o vysoké výťažky plynných a kvapalných zložiek). Pomalá pyrolýza naopak maximalizuje 
výťažok pevných zložiek a prebieha pri nízkych teplotách. Primárnym produktom rýchlej 
pyrolýzy prebiehajúcej pri teplotách 500 – 800 °C je bioolej, ktorý sa dá tiež využívať ako 
surovina na výrobu vodíku. Proces sa nazýva parné reformovanie oleja a prebieha pri 
teplotách 750 – 850 °C s použitím Ni/Al ako katalyzátoru.  
Reakcia prebieha nasledovne: [19] 
22 HCOOHbioolej     (23) 
222 HCOOHCO     (24) 
2.4. Biologické postupy výroby biovodíku 
Plynný vodík vzniká v rade biotechnologických procesov, pri ktorých je obmedzený prísun 
kyslíku. Bakteriálne druhy rodov Enterobacter, Bacillus a Clostridium produkujú vodík 
z cukrov. Zástupcovia posledných dvoch rodov tvoria spóry v závislosti od nepriaznivých 
podmienok prostredia, ako napríklad nedostatok živín alebo zvýšená teplota. [21] 
Biologické procesy sú na rozdiel od chemických katalyzované enzýmami pri 
atmosférickom tlaku a normálnej teplote. Tieto procesy  sú využiteľné v lokalitách, kde sú 
dobre dostupné zdroje biomasy alebo iného odpadného materiálu. Biologické procesy 
väčšinou pracujú s rôznymi druhmi anaeróbnych fermentujúcich baktérií. Vhodným 
substrátom na ich rast je pôda bohatá na cukry, ako vedľajší produkt tvoria oxid uhličitý. [22] 
Procesy sú kontrolované enzýmami produkujúcimi vodík, najmä hydrogenázami. Technológie 
využívajúce rôzne obnoviteľné zdroje na výrobu biovodíku sa dajú rozdeliť do 5 skupín: 
 
 priama biofotolýza 
 nepriama biofotolýza 
 fotofermentácia 
 anaeróbna fermentácia 
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 biologická reakcia konverzie vodného plynu [5] 
2.4.1. Priama biofotolýza 
Organizmy, ako napríklad sinice a zelené riasy fotosynteticky štiepia vodu za vzniku 
vodíku a kyslíku. Na priamej biofotolýze sa podieľajú zelené riasy. Konverzia vody je 
charakterizovaná nasledovnou reakciou: [16] 
222 O2HenergiasvetelnáO2H    (25) 
Je to proces, v ktorom je fotón zachytený fotosyntetickým systémom. Energia fotónu je 
využitá na redukciu ferredoxínu – nízkopotenciálového prenášača elektrónov. Ferredoxín 
redukuje hydrogenázu za tvorby molekuly vodíku. Svetelná energia je absorbovaná 
fotosystémom II (PSII) za vzniku elektrónov, ktoré sú transformované ferredoxínom 
využívajúcim svetelnú energiu absorbovanú fotosystémom I (PSI). Reverzibilná hydrogenáza 
prijme elektróny z redukovaného ferredoxínu za vzniku vodíku.  
Zjednodušená schéma reakcie: 
22 HaHydrogenázFdPSIPSIIOH   (26) 
22 OOH    (27) 
Tieto enzýmy sú veľmi citlivé na kyslík. Aktivita hydrogenáz bola objavená u viacerých 
zelených rias, ako napríklad Scenedesmus obluquus, Chlorococum littorale, Platymonas 
subcordiformis a Chlorela fusca. [23] Môže byť dosiahnutá účinnosť reakcie až 20 % za 
predpokladu udržania parciálneho tlaku kyslíku na hodnote asi 0,1 %. V opačnom prípade je 
inhibovaná aktivita Fe – hydrogenázy. Tejto syntézy sú schopné niektoré zelené riasy, napr. 
Chlamydomonas reinhardtii.  
Priama biofotosyntéza je stále považovaná za problematický a ekonomicky neefektívny 
proces. Komplikácie súvisiace s udržaním nízkeho parciálneho tlaku kyslíku sa dajú riešiť 
pridaním látok zachytávajúcich kyslík, napríklad hemoglobínu. [13], [23] 
2.4.2. Nepriama biofotolýza 
V súčasnej dobe sa nepriama biofotolýza stále iba testuje, jej rozsiahlejšie použitie je zatiaľ 
ekonomicky nemysliteľné. [13] Produkcia vodíka týmto spôsobom prebieha za anaeróbnych 
podmienok, pretože aktivita hydrogenáz je inhibovaná kyslíkom. Ako substrát sú 
najvhodnejšie jednoduché cukry. [24] Všeobecná rovnica nepriamej biofotolýzy sinicami: 
2612622 6OOHCenergiasvetelná6COO2H   (28) 
2226126 6CO12HenergiasvtelnáO12HOHC   (29) 
Existujú dva spôsoby produkcie vodíka vegetatívnymi bunkami siníc: 
 
 Heterocystné cyanobaktérie fixujúce dusík: 
2222
222
HCOrecykl.COO
aNitrogenázFerredoxínO)(CHFotosystémOH


      (30) 
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 Neheterocystné cyanobaktérie nefixujúce dusík: 
2
222
222
HATPPSI
COrecykl.COO
aHydrogenázaleboNADPH
aNitrogenázFerredoxínO)(CHFotosystémOH




     [23]    (31) 
 
Sinice patria do rozsiahlej a rozmanitej skupiny fotoautotrofných mikroorganizmov. 
Obsahujú pigmenty a enzýmy potrebné na fotosyntézu. Uplatňujú sa hydrogenázy, ako aj 
nitrogenázy. Sinice nemajú veľké nároky na výživu, požadujú vzduch (zmes kyslíka a 
dusíka), vodu, minerálne soli a svetlo. Niektoré kultúry vyžadujú CO2 v priebehu vývojovej 
fázy vodíku, aj keď pôsobí inhibične na fotoprodukciu vodíku. Sinice produkujúce vodík 
môžme rozdeliť do dvoch skupín – na tie, ktoré viažu dusík a tie, ktoré dusík neviažu.  
Príklady dusík viažucich cyanobaktérií: Anabaena sp., Calothrix sp. a Oscillatoria sp. 
Príklady dusík neviažucich cyanobaktérií: Synechococcus sp., Gloebacter sp. a Anabaena 
sp. Anabaena variabilis získala v posledných rokoch viac pozornosti kvôli vyšším výťažkom 
vodíka v porovnaní s ostatnými sinicami. [24] 
2.4.3. Fotofermentácia 
Fotofermentácia je proces, ktorý využíva fotosyntetizujúce nesírne baktérie, ktoré 
využívajú vysoko účinný nitrogenázový systém na premenu organických látok na vodík. 
Tento proces je schématicky znázornený na Obr.1. Ako zdroj energie využívajú okrem 
slnečnej energie aj odpadné organické látky (napr. kyselinu mliečnu, maslovú alebo octovú) 
ako donorov elektrónov. Proces fotofermentácie je možný aplikovať na vsádkový alebo 
kontinuálny systém, zdroj svetla môže byť aj umelé osvetlenie (ak má vhodnú vlnovú dĺžku). 
Prakticky sa dajú využiť odpadné vody z potravinárskeho priemyslu a prekvas z tmavej 
fermentácie. Najlepšie výsledky boli dosiahnuté použitím bakterií z rodov 
Rhodopseudomonasas a Rhodobacter. V súčasnosti sa experimentuje s využitím mutantných 
kmeňov, u ktorých by došlo k zamedzeniu vzniku vedľajších produktov a zmien pigmentácie, 
prípadne spojiť fotofermentáciu s tmavou fermentáciou. Produkt by mal byť uskladnený 
v palivovom článku pripravenom na ďalšie použitie. [13]  
Dej prebieha za anaeróbnych podmienok. Hlavný rozdiel od anaeróbnej fermentácie je, že 
proces fotofermentácie sa uskutočňuje za prístupu svetla. Proces fotofermentácie môže byť 
ovplyvnený niekoľkými faktormi. Medzi hlavné patrí pH, teplota, množstvo slnečnej energie, 
a jeho vlnová dĺžka. 
Rovnica fotofermentácie: [25] 
 O6HOHC 26126 slnečná energia 22 6CO12H   (32) 
Fotofermentácia sa vyznačuje nízkymi energetickými nárokmi a vyššou výťažnosťou 
vodíka oproti tmavej fermentácií. Na rozdiel od tmavej fermentácie však neprebieha 
samovoľne. [26] 
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Obr. 1: Výroba vodíku fotosyntetickými baktériami [27], [28]  
 
 
2.4.4. Anaeróbna fermentácia 
Produkcia vodíku fermentačnými baktériami je technicky jednoduchšia ako pomocou 
fotosyntetických baktérií. [29], [30] Anaeróbne baktérie používajú organické substráty ako 
jediný zdroj elektrónov a energie a premieňajú ich na vodík. Anaeróbna (fermentačná) 
produkcia vodíku je z technologického hľadiska veľmi podobná metanogénnemu procesu. Ide 
o bežný anaeróbny rozklad, pri ktorom sa zamedzuje činnosti metanogénnych organizmov. 
Produktom tohto rozkladu je vodík, oxid uhličitý, nižšie mastné kyseliny a niektoré alkoholy 
(metanol, etanol atď.). Zjednodušene sa dá povedať, že ide o anaeróbny rozklad zredukovaný 
na hydrolýzu a acidogenézu. 
Väčšinou sa používajú zmesné kultúry získané z anaeróbnych bioreaktorov. Výťažky 
produkované čistou kultúrou bývajú vyššie, v praxi sú však výhodnejšie zmesné kultúry. Sú 
jednak podstatne stabilnejšie a odolnejšie voči nepriaznivým vplyvom, jednak sú schopnejšie 
zamedziť vniknutiu mikroorganizmov spotrebovávajúcich vodík. Mikroorganizmy tvoriace 
konzorcie (zmesné kultúry) se delia do dvoch veľkých skupín:  
 fakultatívne anaeróby (napr. Enterobacter)  
 striktné anaeróby (predovšetkým rody Clostridiuma Rhodobacter) [31] 
 
Reakcia  vzniku vodíka [26]:  
22326126 2CO4HCOOH2CHO2HOHC   (33) 
Proces prebieha samovoľne, je vhodné dvojstupňové usporiadanie, pretože zabezpečuje 
optimálne prostredie pre acidogénnu hydrogenézu a metanogenézu v dvoch oddelených 
priestoroch. [31] Použitie fermentácie (optimálne dvojstupňovej) má oproti svetelným 
procesom značnú výhodu, nie je treba do systému dodávať svetelnú energiu. Tak je možné 
jednak znížiť energetickú náročnosť procesu, jednak používať značne jednoduchšie 
zariadenia. [9] 
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Ako ukázal výskum z roku 2008, na anaeróbnu fermentáciu je vhodné použiť aj srvátku 
a odpad z mliekarenských výrob. Ako najvhodnejší substrátový pomer sa ukázal 45 % srvátky 
a 55 % odpadu z mliečnej výroby, kedy vznikajúce množstvo vodíka bolo 63,16 mmol na 1 l 
substrátu. Vodík pritom nevznikal ako čistý plyn, ale ako súčasť bioplynu. Obsah vodíka 
v bioplyne bol približne 36 %. [32] 
2.4.5. Biologická reakcia konverzie vodného plynu 
Vodný plyn je zmesou oxidu uhoľnatého a vodíka. Tento postup je zatiaľ iba v štádiu 
laboratórneho výskumu, napriek tomu boli diagnostikované mikroorganizmy schopné rásť 
v prítomnosti oxidu uhoľnatého a konvertovať ho na vodík a oxid uhličitý. Menovite sú to 
baktérie druhov Rhodospirillum rubrum, Rubrivivax gelatinosus a Carboxydothermus 
hydrogenoformans. 
Súbor reakcií prebieha nasledovne: 
222 2H2eCOOHCO 
   (34) 
2H2e2H 
   (35) 
222 HCOOHCO    (36) 
Elektróny uvoľnené oxidáciou CO sú prevedené prostredníctvom proteínu Fe - S 
k hydrogenáze katalyzujúcej výrobu vodíku. Už spomenutá baktéria Rhodospirillum 
rubrumvyužíva CO ako jediný zdroj uhlíku na tvorbu ATP za súčasnej oxidácie CO 
a redukcie vodíkových iónov na vodík. Ak parciálny tlak oxidu uhoľnatého vzrastie nad 
20 kPa, dôjde k potlačeniu množstva produkovaného vodíku.  
Výhoda biologického systému konverzie vodného plynu je, že môže pracovať 
v konvenčnom uzavrenom reaktore podobnom biologickému filtru a nevyžaduje drahý 
fotobioreaktor (napr. Rhodospirillum rubrum produkuje v tme). [33] 
2.5. Mikroorganizmy produkujúce vodík 
Medzi mikroorganizmy najčastejšie produkujúce vodík patria zástupcovia rodov 
Thermoacetobacter, Clostridium, archeóny, metylotrofné a metanogénne baktérie a baktérie 
žijúce v tráviacom trakte prežúvavcov. Ide o mezofilné a termofilné anaeróbne druhy rastúce 
v rozmedzí pH 4 - 7. Produkcie vodíka sú schopné aj Escherichia coli, Enterobacter 
a Citrobacter, ktoré patria medzi fakultatívne anaeróby. Ďalej sú to aeróby obsahujúce 
nitrogenázy schopné fixovať vzdušný dusík (Alcaligenes, Bacillus, Klebsiella), fotosyntetické 
baktérie a sinice. Niektoré organizmy (napríklad sinice) dokážu produkovať vodík pod 
vplyvom stresových podmienok alebo z nedostatku niektorých živín. [34]  
2.5.1. Fakultatívne anaeróby 
Použitie bakteriálneho rodu Enterobacter za účelom produkcie vodíka je novším trendom. 
Jeho veľkou výhodou je nízka citlivosť k rozpustenému kyslíku na rozdiel od Clostridium sp., 
vysoká rastová rýchlosť a vysoká rýchlosť produkcie vodíku (vyššia ako u svetelných 
procesov). Naopak, nevýhodou je veľmi nízka účinnosť (menej ako 1 mol/mol glukózy). 
Najčastejšie používanými organizmami z tejto skupiny sú rôzne kmene druhu Enterobacter 
aerogenes. 
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2.5.2. Striktné anaeróby 
V tejto skupine sú najvýznamnejší zástupcovia rodu Clostridium - ako čistá kultúra, alebo 
ako významná súčasť zmesnej kultúry. Druhovo sú to napríklad C. tyrobutyricum, C. 
acetobutylicum, C. pasteurianum a C. thermocellum. Predovšetkým sú to mezofilné 
organizmy, okrem C. thermocellu, ktorý bol nájdený v termofilnej kultúre. Ďalším 
termofilným striktným anaeróbom je rod Thermoanaerobacterium. 
Pri analýze mikrobiálnych konzorcií produkujúcich vodík sa zistilo, že ich dominantnou 
súčasťou sú baktérie rodu Clostridium. Klostrídie majú schopnosť využívať laktózu ako zdroj 
uhlíku pri produkcií vodíku. Bol testovaný rad kmeňov nepatogénnych baktérií rodu 
Clostridium, pričom hlavná pozornosť bola zameraná na druhy Clostridium butyricum 
a Clostridium tyrobutyricum. [35] 
2.5.3. Rod Clostridium 
O baktériách rodu Clostridium sa najčastejšie hovorilo v súvislosti s ich patogenitou. Do 
popredia sa v posledných rokoch ale dostávajú aj z iného dôvodu, niektoré druhy sú 
producentmi plynu s vysokým percentom vodíku. 
Rod Clostridium zahŕňa viac ako 100 druhov, patria sem patogény, ako aj nepatogény. [36] 
Bežne sa klostrídie vyskytujú na miestach s veľkým obsahom organických látok a s 
nedostatkom kyslíku. Konkrétne sú to pôda, stočný kal, morské sedimenty, rozkladajúci sa 
rastlinný materiál a tráviaca sústava ľudí aj zvierat. [37] Patogénne druhy spôsobujú závažné 
ochorenia ako botulizmus, gangrénu a myonekrózu. Otrava toxínmi Clostridium perfrigens 
nastáva pri vysokej koncentrácií buniek v potravinách (106 g-1). Nie všetky klostrídie 
nachádzajúce sa v potravinách sú patogénne, niekteré nepatogénne druhy (najčastejšie C. 
butyricum, C. tyrobutyricum a C. sporogenes) zapríčiňujú neskoré durenie syrov. [38]  
2.5.3.1. Metabolizmus klostrídií 
Zvláštny typ metabolizmu pyruvátu majú anaeróbne klostrídie. Pyruvát je oxidačne 
dekarboxylovaný za súčinnosti koenzýmu A. Reakcia je katalyzovaná oxidoreduktázou, 
ktorej kofaktorom je ferredoxín. Ferredoxín svojím nízkym redukčným potenciálom 
umožňuje tvorbu plynného vodíku. Kondenzáciou dvoch acetylkoenzýmov A a radom 
redukcií, dekarboxylácií, a ďalších reakcií vznikajú nasledovné metabolické produkty: 
butyrát (anión kyseliny maslovej), butanol, acetón, 2-propanol, kyselina β-hydroxymaslová 
a malé množstvo kyseliny octovej. [39] Prehľad metabolizmu klostídií sa nachádza na Obr. 2. 
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Obr. 2: Metabolizmus baktérií rodu Clostridium  
 
 
 
Niektoré druhy majú silné proteolytické schopnosti a uplatňujú sa pri anaeróbnom rozklade 
bielkovín (napr. C. sporogenes). Ďalšie druhy majú silné sacharolytické schopnosti a vedľa 
jednoduchých cukrov využívajú aj oligosacharidy a škrob, prípadne celulózu. [39] Klostrídie 
produkujú vodík v exponenciálnej fázi rastu. Po dosiahnutí stacionárnej fáze sa metabolizmus 
zmení, namiesto produkcie vodíka dochádza k produkcií rozpúšťadiel. [40]  
2.5.3.2. Podmienky rastu klostrídií a ich nároky na výživu 
Rod Clostridium sa vyznačuje veľkou variabilitou, toto sa odráža aj na širokom spektre 
optimálních rastových podmienok. Väčšina klostrídií sú neutrofily optimálne rastúce pri pH 
6,5 – 7,0. V rode Clostridium sa nachádzajú druhy, ktoré produkujú kyseliny a tým znižujú 
pH na hodnoty 4 – 5. Medzi nimi sa vyskytujú napríklad C. butyricum, C. acetobutylicum a C. 
thermoaceticum. Teplotné optimum klostrídií je široké, vyskytujú sa psychrofily, mezofily, aj 
termofily. Väčšina z nich je ale mezofilných s optimom rastu pri 30 – 40 °C. Klostrídie sú 
prevažne heterotrofné organizmy, rozkladajúce buď sacharidy (sacharolytické), proteíny 
(proteolytické), alebo sú schopné rozkladať oboje. Všeobecne klostrídie vyžadujú prítomnosť 
solí, stopových prvkov, a vitamínov (p-aminobenzoát, biotín, tiamín) v substráte. [41]  
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2.5.4. Hydrogenázy 
Pre produkciu vodíka sú nevyhnutné enzýmy produkujúce vodík – hydrogenázy. Hrajú 
dôležitú úlohu vo vodíkovom metabolizme u viacerých druhov, napríklad fotosyntetizujúcich, 
metanogénnych, dusík viažucich, črevných a acetogénnych prokaryot. Hydrogenázy fungujú 
buď ako nástroj na zbavenie sa prebytočných elektónov, ktoré sa hromadia počas fermentácie, 
alebo redukujú substrát a tým spotrebovávajú elektróny vo vodíku. Hydrogenáz existuje 
niekoľko druhov, hlavným kritériom delenia je druh kovu obsiahnutý v ich reakčnom centre. 
Na základe tohto delenia rozlišujeme:  
 Ni - Fe hydrogenázy, ktoré spotrebúvajú vodík a bežne sa vyskytujú 
v mikroorganizmoch oxidujúcich vodík, 
 Fe – hydrogenázy vyskytujúce sa v mikroorganizmoch produkujúcich vodík. 
 hydrogenázy neobsahujúce kov 
 Z biotechnologického hľadiska je významná reakcia štiepenia (a tiež vzniku – reakcia 
prebieha obojsmerne) molekuly vodíku na dva protóny a dva elektróny: 
  2e2HH2   (37) 
Katalyzujú ju Ni - Fe a Fe - hydrogenázy. Tie na základe metabolickej funkcie buď vodík 
spotrebovávajú, alebo produkujú. U rodu Clostridium sa vyskytujú Fe – Fe hydrogenázy 
produkujúce vodík. Aktivita hydrogenáz je u klostridií regulovaná metabolicky, vrátane 
transkripcie génov pre hydrogenázu. [23], [42] 
2.5.5. Nitrogenázy 
Nitrogenázy sú unikátne enzýmy, ktoré sa vyvýjali pravdepodobne ešte v čase, keď bola 
zemská atmosféra bezkyslíkatá. Využívajú ich mikroorganizmy na fixáciu dusíku z ovzdušia. 
Nitrogenázy sa skladajú z dvoch proteínov, ktoré od seba môžu voľne disociovať: 
 
 MoFe proteín (nitrogenase 2, dinitrogen reductase)– hlavný proteínzodpovedný za 
vlastnú redukciu, obsahuje v aktívnom centre molekuly molybdénu alebovanádu(tzv. 
alternatívne nitrogenázy) 
 Fe proteín (nitrogenase 1, nitrogenase reductase)– proteín prenášajúci elektróny z 
feredoxínu na hlavný proteín, táto podjednotka je extréme citlivána prítomnosť 
kyslíku, ktorý inhibuje jej činnosť. 
Nitrogenázy sa spolu s hydrogenázami podieľajú na produkcií vodíku pri fermentácií. [34], 
[43] 
2.5.6. Biotechnologický význam klostrídií 
Niektoré druhy, najma C. butyricum a C. acetobutylicum majú biotechnologický význam, 
používajú sa na priemyselnú výrobu butanolu, acetónu a izopropanolu. Pri butanol-
acetónovom kvasení vzniká ešte kyselina maslová, kyselina octová, oxid uhličitý a vodík. 
[44] 
Kyselina maslová vyrobená kvasnou cestou sa používa v parfumérskom priemysle a na 
prípravu vonných esterov. Aby bola dosiahnutá zvýšená produkcia kyseliny maslovej na úkor 
butanolu v metabolizme klostrídií, postupne sa táto kyselina neutralizuje mletým uhličitanom 
vápenatým. Ak sa pH prostredia neupravuje, kys. maslová sa prestane tvoriť a začne sa 
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produkovať acetón a butanol. [39] Druh Clostridium propionicum je známy tvorbou kyseliny 
propionovej. Negatívne sa rod Clostridium prejavuje v konzervárenskom priemysle, pretože 
termofilné druhy spôsobujú znehodnocovanie konzervovaných výrobkov, predovšetkým 
druhy C. butyricum a C. thermosaccharolyticum. [44] Klostrídie sa spolu s ďalšími 
anaeróbnymi druhmi uplatňujú v anaeróbnom spôsobe čistenia odpadových vôd a pri 
vyhnívaní organického materiálu v močiaroch a stojatých vodách. Vzniknutý vodík a oxid 
uhličitý sú ďalej spotrebované anaeróbnymi metánovými baktériami. Energiu získavajú 
oxidáciou vodíku kyslíkom z oxidu uhličitého za vzniku metánu:  
energiaOH2CHCOH4 2422    (38) 
Pyruvát vzniknutý glykolýzou môže byť metabolizovaný rozmanitým spôsobom. 
Metabolické produkty slúžia aj na identifikáciu jednotlivých rodov alebo druhov baktérií. Na 
tieto účely sa zisťuje predovšetkým tvorba kyselín, CO2, vodíku a acetoínu. Tieto zlúčeniny 
sú v kultivačnom prostredí pomerne jednoducho dokázateľné.  
2.5.7. Klostrídie v potravinárstve 
V potravinársom priemysle, a najmä syrárskom sú baktérie rodu Clostridium veľmi 
nežiaduce. Pri zrení syrov sa tvoria aeróbnou oxidáciou plyny (predovšetkým oxid uhličitý 
a vodík), ktoré zapríčiňujú znehodnotenie senzorických vlastností výrobkov. [45] Tento jav sa 
nazýva neskoré durenie; dochádza k nemu hlavne u syrov s dlhou dobou zrenia (syry typu 
Emmental, Beaufort, Gouda). [46] Okrem plynov vznikajú v syre aj kyselina maslová 
a octová. Neskoré durenie sa prejavuje značnými dierami v syre, v extrémnych prípadoch 
dochádza k jeho roztrhnutiu. Kontaminácia mlieka klostrídiami vo forme spór môže nastať 
v priebehu dojenia, pri nedostatočnej hygiene, alebo ak je kŕmna siláž kontaminovaná. Spóry 
klostridií sú veľmi odolné, bežná pasterizácia ich nezničí. Počas zrenia syra začínajú rásť 
a produkovať nežiaduci plyn a kyselinu. Vznikajúci plyn spôsobuje nadúvanie syra, kyselina 
jeho zatuchnutie. Dôležitá je aj kyslosť prostredia, kritická hodnota pH je približne 4,4, čo je 
minimálne pH, ktoré umožňuje rast C. tyrobutyricum. [47] Ako prevencia proti spóram sa 
používa baktofugácia. Je to proces odstreďovania pri 15 – 20000 ot/min. Prebieha 
dvojstupňovo, vo výsledku sa odstráni až 99,9% spór. [48] Ďalej sa pridávajú inhibičné látky 
ako sú nitráty, lyzozým a nisín. V zrejúcich syroch sa najčastejšie vyskytuje druh C. 
tyrobutyricum. [38] 
2.5.8. Druh Clostridium tyrobutyricum 
Počas fermentácie laktózy a iných cukrov sa tento druh vyznačuje masívnou produkciou 
CO2 a vodíka. Ak je hovädzí dobytok počas zimy kŕmený silážou, vedie to  k väčšiemu počtu 
spór v surovom mlieku. Takéto mlieko je potom nevhodné na výrobu ementálového typu 
syrov. Ďalej spôsobuje tvorbu plynu 4 - 5 týždňov po vyrobení, čo vedie k dureniu 
polomäkkých a tvrdých syrov. Príčinou tohto deja je najmä vznikajúci vodík. Predchádzať 
jeho vzniku sa dá pridaním 20 g dusičanu do 100 l mlieka, tiež sa osvedčilo aj pridanie 500 
jednotiek lyzozýmu na mililiter mlieka. Tieto opatrenia ale nie sú účinné pri výrobe syrov 
ementálového typu. [49]  
2.5.9. Druh Clostridium butyricum 
C. butyricum je baktéria bežne sa vyskytujúca v tráviacom systéme človeka a zvierat, kde 
je touto baktériou syntetizovaná kyselina maslová. Z druhu C. butyricum bol najviac popísaný 
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kmeň C. butyricum MIYAIRI 588, ktorý nachádza uplatnenie v nemocniciach, kde sa podáva 
pacientom ako probiotikum k antibiotikám pri nákaze patogénnym kmeňom C. difficile. Tento 
postup je bežný najmä v krajinách ako Japonsko, Kórea a Čína. [50] Podobne ako C. 
tyrobutyricum je tento kmeň schopný produkovať vodík, dokázala sa u neho prítomnosť génu 
kódujúceho hydrogenázu. [51], [52] 
2.5.10. Ďalší zástupci rodu Clostridium produkujúci vodík 
Medzi nemenej dôležitých zástupcov produkujúcich vodík patria C. acetobutylicum, C. 
saccharoperbutylacetonium a C. pasteurianum. Používajú sa pri ABE (acetón – butanol – 
etanolovej) fermentácií, pri ktorej vzniká vodík. Výťažnosť je zatiaľ nízka kvôli inhibícií 
vznikajúcimi produktami – najmä butanolom. C. saccharoperbutylacetonium je známy ako 
solventogénny mikroorganizmus používaný na ABE fermentácie na definovaných médiach. 
Jeho potenciál pre výrobu vodíku nebol ale doposiaľ podrobne študovaný. [53], [54] 
V praktickej časti tejto práce nebude zmieneným druhom venovaná pozornosť.  
2.6. Srvátka 
Srvátka je vedľajším produktom pri výrobe syra. Počas jeho výroby sa pomocou syridla 
mlieko zráža a oddelia sa dve zložky: pevná (hlavnou zložkou je kazeín) a tekutá (srvátka, 
mliečne sérum). Je transparentná, jemne žltozelenej farby a kyslastej chuti. V srvátke sa 
nachádzajú voda, cukry, proteíny a tuky, pre porovnanie so surovým mliekom - Tabuľka1: 
 
Tabuľka 1: nutričné zloženie na 100 g: [55] 
 Surové mlieko Srvátka 
Voda [g] 87,0 93,3 
Cukry [g] 4,7 4,7 
Proteíny [g] 3,8 0,3 
Tuky [g] 3,3 0,3 
 
Srvátku môžeme rozdeliť na sladkú a kyslú, podľa druhu vyrábaného syra. Sladká vzniká 
pri takých syroch, kde sa na zrážanie používa syridlo a nedochádza k výraznej zmene pH. 
Kyslá srvátka vzniká pri výrobe kyslých syrov a tvarohu, mlieko je zrážané kyselinou 
mliečnou činnosťou baktérií mliečneho kvasenia. Srvátkové bielkoviny sú známe svojou 
vysokou nutričnou hodnotou. Sú to bielkoviny mlieka, ktoré zostávajú rozpustené po 
destabilizácií kazeínu alebo vplyvom chymozínu. Srvátka obsahuje vysoký podiel vitamínov 
skupiny B (B1, B2, B6, B12), kyseliny pantoténovej, vitamínu A, C a biotínu. Ďalšou jej 
významnou zložkou je mliečny cukor – laktóza (α-laktóza, β-laktóza – 5 %),  mliečne 
proteíny (β-laktoglobulín, α-laktalbumín, kazeín – 0,3 %) a 0,9 % minerálnych látok. 
Minoritne sú zastúpené aj látky ako organické kyseliny, vitamíny, látky bielkovinovej povahy 
a hormóny vyskytujúce sa v stopových množstvách. [35] 
2.6.1. Objem produkovanej srvátky 
Z výroby syrov sa produkuje zároveň ako vedľajší produkt srvátka približne v rovnakom 
množstve ako je množstvo spracovávaného mlieka na syry. Vo svete sa spracováva približne 
540 miliárd litrov kravského mlieka, čo znamená, že produkciou syrov a tvarohov sa zároveň 
vyprodukuje 180 miliárd litrov srvátky. [35] V Českej republike sa v súčasnosti produkuje 
2,9 mld litrov mlieka za rok. Približne tretina sa používa na výrobu syra, takže vzniká 
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miliarda litrov srvátky ako odpadného produktu. [56] Celková sušina srvátky je nízka, 
približne 6,5 %, má nízke koncentrácie zaujímavých a cenných látok a vysoký obsah vody. Z 
toho plynú vysoké náklady na transport, izoláciu zaujímavých látok a likvidáciu ďalších 
odpadných látok, čo bráni plnohodnotnému využívaniu srvátky. [35] 
2.6.2. Spracovanie srvátky 
V minulosti bola srvátka považovaná za čisto odpadný produkt, ktorý sa ďalej 
nespracovával, alebo sa používal na hnojenie polí. Až v polovici minulého storočia sa názory 
na srvátku začali meniť, keď sa vďaka výskumu a štúdiám preukázali jej priaznivé účinky na 
zdravie. Srvátka sa najskôr spracováva pomocou ultrafiltrácie, aby sa odstránila a zahustila 
bielkovinová frakcia, ktorá sa používa na výrobu bielkovinového prášku. Vznikutý 
ultrafiltračný permeát obsahujúci laktózu a soli sa potom podrobuje nanofiltrácií, aby sa 
koncentrovala laktóza a odstránila väčšina solí. Reverzná osmóza býva použitá na ďalšie 
odsoľovanie za účelom získania znova použiteľnej vody. Vo výsledku teda získame vodu, 
hodnotné vedľajšie produkty a vyhneme sa nákladnej likvidácií srvátky. [57]  
Až 2/3 spracovávaného objemu srvátky sa používajú ako lacná súčasť krmiva 
hospodárskych zvierat.V potravinárstve sa srvátka používa na výrobu laktózy a izoláciu 
koncentrátov srvátkových bielkovín metódou ultrafiltrácie. V menšom objeme sa srvátka 
používa na výrobu srvátkového masla, syrov a spracúva sa do koncentrátov ako mliečny 
nápoj. Sušená srvátka je jedným z najlacnejších zdrojov sušiny, pridáva sa napríklad do 
sladkého pečiva alebo mliečnej čokolády. Vo farmaceutickom priemysle sa používa na 
získavanie laktózy. Srvátka, ako ideálne živné médium, je využívaná v biotechnológiách a je 
fermentovaná rôznymi vybranými mikroorganizmami za účelom produkcie alkoholu, 
kvasničnej biomasy, polysacharidov (napr. xanthan), organických kyselín, (predovšetkým 
kyseliny mliečnej, octovej, propionovej). Ďalšou možnosťou využitia srvátky je použiť ju ako 
živné médium pre niektoré druhy baktérií, ako napríklad pre druhy rodov Clostridium. 
 Problém využitia a spracovania srvátky nie je doriešený ani vo svetovom meradle, ani 
v meradle ČR. [51], [35] 
2.7. Použité metódy identifikácie 
Za identifikáciu baktérie považujeme jej zaradenie do taxonomických jednotiek. Existuje 
niekoľko spôsobov, ako možno daný druh presne identifikovať. Klasické mikrobiologické 
metódy používané na identifikáciu nie sú dostatočne špecifické, v prípade nekultivovateľných 
baktérií nepoužiteľné. Preto boli hľadané iné metódy, tentokrát založené na špecifickej 
sekvencií DNA. [58] Najčastejšou a najpoužívanejšou metódou je polymerázová reťazová 
reakcia (PCR), ktorá bude použitá aj v tejto práci.  
2.7.1. Polymerázová reťazová reakcia 
PCR umožňuje analýzu DNA, kedy dochádza k amplifikácií časti nukleovej kyseliny in 
vitro. Princípom je opakujúca sa enzymatická syntéza nových reťazcov vybraných úsekov 
DNA prostredníctvom DNA polymerázy. Amplifikovaný úsek nukleotidovej sekvencie je 
vymedzený pripojením dvoch primerov viažucich sa na protiľahlé reťazce DNA tak, že ich 3´ 
konce smerujú proti sebe. Po pridaní DNA-polymerázy a nukleotidov prebieha syntéza 
nových vláken na oboch matricových reťazcoch protismerne. Používaná DNA polymeráza je 
izolovaná z termofilných organizmov, pretože je termostabilná a odolá teplotám používaným 
pri PCR. [59] Ako primery sa zvyčajne používajú oligonukleotidy s dĺžkou okolo 20 párov 
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bází (bp), ktoré sú komplementárne ku koncom amplifikovaného úseku. PCR zmes musí 
obsahovať primery, deoxyribonukleozidtrifosfáty (dNTP), termostabilnú DNA polymerázu a 
templátovú DNA. V priebehu PCR sa pravidelne striedajú 3 kroky, počas ktorých prebiehajú 
nasledujúce deje s odlišným nárokom na teplotu:  
1. Deanaturácia templátovej DNA (92 – 96 °C). Dochádza k zániku vodíkových mostíkov  
a oddeleniu vláken DNA. Pred prvým cyklom PCR je denaturácia obvykle predĺžená o 5 
minút, čím sa zaistí úplné oddelenie jednotlivých reťazcov.  
2. Pripojenie primerov k oddeleným reťazcom DNA (50 – 65 °C) - závisí od sekvencie 
primerov. Na pevne pripojený primer sa pripája polymeráza a začína fáza elongácie.  
3. Syntéza nových reťazcov DNA prostredníctvom DNA polymerázy – elongácia (65 –
 75 °C). Dochádza k pripájaniu nukleotidov od 3´ konca primeru po celej dĺžke 
jednoreťazcovej DNA. 
Zvyčajne sa uskutoční okolo 30 cyklov, počas ktorých sa počet cieľových sekvencí DNA 
zvyšuje geometrickou radou. Pri väčšom počte cyklov stráca DNA polymeráza svoju 
účinnosť. Výsledným produktom PCR sú amplikóny – úseky DNA definovanej dĺžky o 
veľkosti desiatok až tisícov párov báz. Ich prítomnosť v reakčnej zmesi sa stanovuje pomocou 
elektroforézy na agarózovom géli, alebo kvantitatívnym meraním množstva produktu 
v reálnom čase (s použitím fluorescenčných farbív alebo hybridizáciou so začlenenou 
sondou). Identita amplikónov sa overuje sekvenovaním amplifikovaného úseku. [59], [60], 
[61] 
2.7.2. Gélová agarózová elektroforéza 
Elektroforéza patrí k najbežnejším separačným technikám v molekulárnej biológií. Jej 
princípom je pohyb nabitých molekúl v elektrickom poli. Nositeľmi negatívneho náboja 
nukleových kyselín sú fosfátové skupiny, preto sa nukleové kyseliny v elektrickom poli 
pohybujú v smere od katódy k anóde. Vhodným médiom elektroforézy je gél, najčastejšie 
tvorený polyakrylamidom alebo agarózou. Po stuhnutí vytvorí zložitú sieťovú štruktúru 
s pórmi, ktorých veľkosť sa dá ovplyvniť zložením roztoku a koncentráciou polyméru. 
Agarózový gél je vhodný na separáciu molekúl nukleových kyselín o veľkosti 200 až 20 000 
bp. Po ukončení elektroforézy je treba identifikovať polohy separovaných molekúl 
porovnaním so štandardom. Molekuly DNA sa dajú zviditeľniť zafarbením vhodným 
farbivom – interkalačným činidlom, ktoré sa vmedzeruje medzi susedné páry báz v DNA a 
vytvára s ňou komplex, ktorý po osvietení UV svetlom fluoreskuje. Pre tieto účely sa 
najčastejšie používa ethidiumbromid. [61] 
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3. EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 
3.1. Použitá DNA 
Bola použitá purifikovaná DNA kmeňov Clostridium butyricum DSM 10702 a Clostridium 
tyrobutyrocum S5, ktoré v priebehu PCR slúžili ako pozitívna kontrola. Sledovaná vzorka 
bola DNA rodu Clostridium (Clostridium sp.) neznámeho druhu. Táto DNA bola izolovaná zo 
vzorky syra s neskorým durením. Všetka DNA bola získaná od Ing. Barbory Gregušovej. 
Kmeň Clostridium butyricum DSM 10702 bol získaný z Českej zbierky mikroorganizmov 
(CCM Brno); Clostridium tyrobutyricum S5 zo Zbierky mliekarenských mikroorganizmov 
Laktoflora (MILCOM a.s. Praha, pracovisko Tábor). 
3.2. Chemikálie a roztoky 
Na prípravu roztokov boli použité nasledujúce chemikálie: 
 agaróza na elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN) 
 ethidiumbromid (5 mg/ml), (Sigma, St. Louis, USA) 
 etyléndiaminotetraoctová kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN) 
 hydroxid sodný (Lachema, Brno, ČR) 
 kyselina boritá (Lachema, Brno, ČR) 
 Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-bázy) (Amresco, Solon, USA) 
3.2.1. PCR komponenty 
 voda na PCR – voda na injekciu ČSL 4 (Biotika, Slovenská Ľupča, SR) 
 pufor na PCR kompletný – reakčný pufor 10PCR Blue Buffer na Taq DNA 
polymerázu 1.1 (Top-Bio, Praha, ČR) 
 MgCl2 (25 mM), (Top-Bio, Praha, ČR) 
 dNTP zmes (10 mM), (Top-Bio, Praha, ČR) 
 primery (10 pmol/µl), (Biotech, Hradec Králové, ČR) 
3.2.2. Roztoky na agarózovú gélovú elektroforézu DNA 
 5TBE pufor; 54 g Tris-bázy, 27,5 g kyseliny boritej a 20 ml 0,5M EDTA (pH 8,0) 
doplnených do 1 000 ml destilovanou vodou, výsledné pH upravené pomocou 1 M 
NaOH na hodnotu 8,3. Takto pripravený zásobný roztok sa pred použitím riedil 
10destilovanou vodou na výslednú koncentráciu 45 mM Tris-bázy, 45 mM 
kyselina boritá a 1 mM EDTA.  
 nanášací pufor (6kncentrovaný) 
 PCR nanášací pufor Yellow load (Top-Bio, Praha, ČR) 
 veľkostný štandard Malamité (100 bp rebríček), (Moravské Prusy, ČR) 
 0,5 µg/ml ethidiumbromid: 100 µl roztoku EtBr (500 µg/ml) bolo riedených 500 ml 
sterilnej destilovanej vody 
3.2.3. Ostatné roztoky 
 TE pufor: 10 mM Tris (pH 7,8), 1 mM EDTA (pH 8,0) 
 farbivo Goldview (Ecoli s.r.o., Bratislava, SR) 
3.3. Prístroje 
 centrifuga MINI Spin 13 400 min-1 (Eppendorf, Hamburg, SRN) 
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 digitálny fotoaparát (Nikon Coolpix AW100, Tokio, Japonsko) 
 mikropipety Discovery HTL s objemom 10 µl, 20 µl a 200 µl (PZ HTL, Varšava, 
Poľsko) 
 mikrovlnná rúra SMW  5 020 (SENCOR, ČR) 
 laboratórne váhy B0430 (Ohaus, USA) 
 minicycler PTC – 100TM (MJ REsearch, Watertown, USA) 
 očkovací box (Fatran, ČR) 
 thermocycler PTC – 200 (BIO-RAD Lab., USA) 
 transiluminátor TVR 3121 (Spectroline, Paramount, USA) 
 zariadenie na elektroforézu Easy – Cast, model B1 (Owl Scientific, USA) 
 zdroj elektrického napätia na elektroforézu Lighting Volt Power Supply, model 
OSP-300 (Owl Scientific, USA) 
 bežné laboratórne sklo, umelohmotný materiál a bežné laboratórne pomôcky 
3.4. Metódy 
3.4.1. Polymerázová reťazová reakcia (PCR) 
PCR komponenty boli po rozmrazení krátko stočené na centrifúge. Zmes na PCR bola 
miešaná v sterilnom boxe ožiarenom UV lampou. Vo všetkých prípadoch bol najskôr 
pripravený mastermix, ktorý bol dôsledne premiešaný a následne rozpipetovaný do 
skúmaviek typu Eppendorf o objeme 200 µl. Potom k nemu bolo pridané potrebné množstvo 
DNA templátu. Zloženie zmesi pre PCR udáva Tabuľka 2:  
 
Tabuľka 2: Zloženie zmesi pre PCR 
Zložka 
Objem v µl 
Bac. Clost. C. butyr. C. tyrob. hyd. A 
voda pre PCR  18 17,5 17,5 16,5 17,5 
PCR pufor kompletný 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 
MgCl2 (25 mM) 0 0 0 1 0 
dNTP (10mM) 0,5 1 1 1 1 
5 ´primer (10 pmol/µl) 1 1 1 1 1 
3 ´primer (10 pmol/µl) 1 1 1 1 1 
DNA polymeráza 1.1 (1U/µl) 1 1 1 1 1 
DNA templát 1 1 1 1 1 
 
Bac.  doména Bacteria 
Clost. rod Clostridium 
C. butyr. druh Clostridium butyricum 
C. tyrob. druh Clostridium tyrobutyricum 
hyd. A gén pre hydrogenázu A (hydA) 
3.4.1.1. Primery 
Primery použité na amplifikáciu špecifických úsekov DNA, teplota hybridizácie a veľkosť 
amplikónu sa nachádzajú v Tabuľke  3. 
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Tabuľka 3: Použité primery 
Špecifita Označenie Sekvencia 5´→3´ 
Teplota 
hybridizácie 
[°C] 
Veľkosť 
amplikónu 
(bp) 
Referencie 
doména 
Bacteria 
F_eub TCCTACGGGAGGCAGCAGT 
55 466 [62] 
R_eub GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT 
Rod 
Clostridium 
F1 CTCAACTTGGGTGCTGCATTT 
53 619 [63] 
F2 ATTGTAGTACGTGTGTAGCCC 
Druh 
C. butyricum 
CBISF CCTCCTTTCTATGGAGAAATCTAGCA 
55 262 [64] 
CBISR TGTAGCTTGACCTTTTTAAGTTTTGA 
Druh 
C.tyrobutyricum 
Ct1F AACTGAAACAGCATGACT 
60 233 [65] 
Ct1R TGTAGATAAAGGTCAAGC 
hydrogenáza A HGf AAGAAGCTTTAGAAGATCCTAA 58 259 [66] 
3.4.1.2. Amplifikačné programy 
Amplifikačné programy na identifikáciu a charakterizáciu domény Bacteria, rodu 
Clostridium, druhov Clostridium butyricum, Clostridium tyrobutyricum a génu pre 
hydrogenázu A (hydA)  sa nachádzajú v Tabuľke  4.  
 
Tabuľka 4: Použité amplifikačné programy 
Krok Bac. Clost. C. butyr. C. tyrob. hyd. A 
1. 95 °C/5 min. 94 °C/5 min. 95 °C/5 min. 95 °C/5 min. 95 °C/7 min. 
2. 95 °C/30 s. 94 °C/ 30 s. 95 °C/30 s. 95 °C/30 s. 95 °C/30 s 
3. 55 °C/30 s. 53 °C/30 s. 55 °C/30 s. 60 °C/30 s. 58 °C/30 s. 
4. 72 °C/ 30 s. 72 °C/ 30 s. 72 °C/30 s. 72 °C/30 s. 72 °C/30 s. 
5. 30* 30* 30* 30* 40* 
6. 72 °C/10 min. 72 °C/8 min. 72 °C/10 min. 72 °C/10 min. 72 °C/10 min. 
 
Bac. doména Bacteria 
Clost.  rod Clostridium 
C. butyr. Clostridium butyricum 
C. tyrob.  Clostridium tyrobutyricum 
hyd. A hydrogenáza A (hydA) 
* počet opakovaní krokov 2 - 4 
3.4.2. Agarózová gélová elektroforéza produktov PCR 
Na agarózovú gélovú elektroforézu bol použitý 1,8 % gél pripravený rozvarením 1,8 g 
agarózy v 100 ml 0,5TBE pufri. Pri nanášaní DNA bol použitý 6koncentrovaný nanášací 
pufor. Na gél bol nanášaný PCR produkt v objeme 10 µl a nanášací pufor v objeme 2 µl. 
Veľkostný štandard bol nanášaný v objeme 3 µl. Štandard obsahoval fragmenty DNA 
veľkosti 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a 1500 bp. Elektroforéza 
prebiehala 90 minút pri napätí 80 V. Po jej prebehnutí bol gél zafarbený ethidiumbromidom o 
koncentrácií 1 µg/ml, alebo pridaním farbiva Goldview (v objeme 5µl na 100 ml gélu) priamo 
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do gélu. DNA bola vizualizovaná na UV - transiluminátore. Výsledky elektroforézy boli 
dokumentované digitálnym fotoaparátom. 
3.4.3. Reamplifikácia produktov PCR 
Na overenie správnosti amplifikácie DNA bola použitá reamplifikácia produktov PCR. Po 
detekcií produktov PCR pomocou gélovej elektroforézy druhov C. butyricum a C. 
tyrobutyricum bola časť gélu s produktom PCR vyrezaná a DNA v ňom obsiahnutá bola 
extrahovaná do TE pufru. Následne ním bola 10zriedená, pri miešaní PCR zmesi bola 
použitá DNA s pôvodnou koncentráciou, ako aj nariedená DNA. Koncentrácia extrahovanej 
DNA nebola meraná. 
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4. VÝSLEDKY 
4.1. PCR s univerzálnymi primermi pre doménu Bacteria 
Na overenie amplifikovateľnosti DNA bola prevedená PCR s univerzálnymi primermi pre 
doménu Bacteria. [62] Zloženie PCR zmesi je uvedené v Tabuľke 2, použitý amplifikačný 
program je uvedený v Tabuľke 4. Na amplifikáciu boli použité DNA kmeňov Clostridium 
butyricum DSM 10702 a Clostridium tyrobutyricum S5 (ako pozitívne kontroly) a DNA 
neznámeho druhu. Koncentrácia DNA bola upravená na 1 ng/µl a 0,1 ng/µl riedením v TE 
pufri. Ako negatívna kontrola bola použitá voda pre PCR. 
V priebehu reakcie sa amplifikoval úsek o veľkosti 466 bp, dĺžka jeho amplikónu na géli 
vizuálne zodpovedá dĺžke amplikónu pozitívnej kontroly. Separácia PCR produktov bola 
prevedená na 1,8 % agarózovom géli. Výsledok gélovej elektroforézy sa nachádza na Obr. 3. 
 
Obr. 3: Gélová elektroforéza produktov PCR (466 bp) domény Bacteria 
 
 
Beh Množstvo DNA (ng) DNA Detekcia produktu PCR 
1 0 NK - 
2 1 PK - C. butyricum ++ 
3 1 PK -  C. tyrobutyricum ++ 
4 1 C. sp. ++ 
5 - veľkostný štandard  
6 0 NK - 
7 0,1 PK - C. butyricum + 
8 0,1 PK -  C. tyrobutyricum ++ 
9 0,1 C. sp. ++ 
10 - veľkostný štandard  
1         2         3         4         5 
  6         7         8         9         10 
         466 bp  → 
466 bp → 
← 1500 bp 
← 1000 bp 
← 500 bp 
← 300 bp 
← 100 bp 
← 1500 bp 
← 1000 bp 
← 500 bp 
← 300 bp 
← 100 bp 
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-  produkt PCR nebol detegovaný 
+, ++  miera detekcie produktu PCR 
Špecifický produkt PCR (466 bp) bol detegovaný po amplifikácií všetkých vzoriek DNA. 
4.2. Rodovo špecifická PCR - rod Clostridium 
Pre túto reakciiu boli použité primery F1 a F2 špecifické pre rod Clostridium. [63] 
V priebehu reakcie bol amplifikovný špecifický úsek o dĺžke 619 bp. Amplifikácia prebehla 
podľa programu uvedeného v Tabuľke 4, zloženie PCR zmesi bolo pripravené podľa Tabuľky 
2. Ako DNA templát bola použitá DNA o koncentrácií 10 ng/µl. Amplikóny boli detegované 
na 1,8 % agarózovom géli. Výsledok gélovej elektroforézy sa nachádza na Obr. 4.  
 
Obr. 4: Gélová elektroforéza produktov PCR (619 bp) špecifických pre rod Clostridium 
 
 
Beh Množstvo DNA (ng) DNA Detekcia produktu PCR 
1 0 NK - 
2 10 PK – C. butyricum +++ 
3 10 PK – C. tyrobutyricum +++ 
4 10 C. sp. ++ 
5 - veľkostný štandard  
 
-    produkt PCR nebol detegovaný 
++, +++  miera detekcie produktu PCR 
Špecifický produkt PCR (619 bp) bol detegovaný po amplifikácií všetkých vzoriek DNA. 
4.3. Druhovo špecifická PCR – druhy C. butyricum a C. tyrobutyricum 
Pre druhovo špecifickú PCR boli pre druh C. butyricum použité primery CBISF a CBISR 
[64], pre druh C. tyrobutyricum boli použité primery Ct1F a Ct1R. [66] Veľkosť amplikónu 
bola u C. butyricum 262 bp, u C. tyrobutyricum to bolo 233 bp. Amplifikovaných bolo 10 ng 
 1                 2                 3                 4                 5 
619 bp→ 
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DNA templátu. Tabuľka 2 udáva zloženie PCR zmesi, program použitý na amplifikáciu sa 
nachádza v Tabuľke 4. Výsledky boli detegované pomocou agarózovej gélovej elektroforézy, 
nachádzajú sa na Obr. 5.  
 
Obr. 5: Gélová elektroforéza produktov PCR špecifických pre druhy C. butyricum (262 bp) 
a C. tyrobutyricum (233 bp) 
 
 
Druhovo špecifická PCR pre druh C. butyricum (primery CBISF, CBISR) 
Beh Množstvo DNA (ng) DNA Detekcia produktu PCR 
1 0 NK - 
2 10 PK - C. butyricum +++ 
3 10 C. sp. - 
4 20 C. sp. - 
5 - veľkostný štandard  
 
Druhovo špecifická PCR pre druh C. tyrobutyricum (primery Ct1F, Ct1R) 
Beh Množstvo DNA (ng) DNA Detekcia produktu PCR 
6 0 NK - 
7 10 PK - C. tyrobutyricum ++ 
8 10 C. sp. - 
9 20 C. sp. - 
10 - veľkostný štandard  
 
-  produt PCR nebol detegovaný 
++, +++ miera detekcie produktu PCR 
Špecifický produkt PCR bol detegovaný iba u pozitívnych kontrol po amplifikácií DNA C. 
buytricum (262 bp) a C. tyrobutyricum (233 bp). Vedľa špecifického produktu PCR u C. 
 1       2        3         4        5                  6         7        8       9        10 
 262 bp → 
233 bp → 
nešpecifický  
produkt, pribl.  
400 bp→ 
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tyrobutyricum bol detegovaný aj nešpecifický produkt (pribl. 400 bp). Produkt PCR u DNA 
neznámeho druhu Clostridium sp. nebol detegovaný.  
4.4. PCR génu pre produkciu hydrogenázy A (hydA) 
Schopnosť produkcie vodíku druhmi C. butyricum a C. tyrobutyricum je podmienená 
prítomnosťou génu pre tvorbu hydrogenázy A (hydA). Na identifikáciu tohto génu bola 
použitá PCR zmes pozostávajúca z komponent uvedených v Tabuľke 2. Amplifikovaných 
bolo 10 ng DNA. Amplifikačný program vhodný pre túto reakciu je rozpísaný v Tabuľke 4. 
Výsledok gélovej elektroforézy sa nachádza na Obr. 6. 
 
Obr. 6: Gélová elektroforéza produktov PCR špecifických pre gén pre tvorbu hydrogenázy 
A (hydA) (259 bp) 
 
 
Beh Množstvo DNA (ng) DNA Detekcia produktu PCR 
1 0 NK - 
2 10 PK -C. butyricum +++ 
3 10 PK-C. tyrobutyricum + 
4 10 C. sp. - 
5 - veľkostný štandard  
 
-    produkt PCR nebol detegovaný 
+, +++  miera detekcie produktu PCR 
Špecifický produkt PCR génu pre hydrogenázu A (hydA) (259 bp) bol detegovaný iba po 
amplifikácií DNA z C. butyricum. U kmeňa C. tyrobutyricum bol detegovaný iba 
nešpecifický produkt o veľkosti pribl. 100 bp. 
 1       2      3      4     5            
259 bp → 
← nešpecifický  
     produkt 
     pribl. 100 bp 
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4.5. Reamplifikácia produktov PCR druhov C. butyricum a C. tyrobutyricum 
Produkty PCR druhovo špecifickej reakcie u Clostridium sp. neboli detegované,  preto sa 
reamplifikovali iba produkty PCR kmeňov C. butyricum a C. tyrobutyricum (pozitívne 
kontroly). U kmeňa C. tyrobutyricum došlo k amplifikácií špecifického aj nešpecifického 
produktu PCR. Výsledky gélovej elektroforézy sa nachádzajú na Obr. 7, Obr. 8 a Obr. 9. 
 
Obr. 7: Gélová elektroforéza reamplifikovaného produktu PCR (262 bp) s primermi 
špecifickými pre C. butyricum 
 
 
Beh Množstvo DNA (µl) DNA Detekcia produktov PCR 
1 0 NK - 
2 1 PK - C. butyricum ++ 
3 1 C. sp., v pôvodnej koncentácií ++ 
4 2 C. sp., v pôvodnej koncentácií ++ 
5 1 C. sp., 10 riedená ++ 
6 - veľkostný štandard  
 
-   produkt PCR nebol detegovaný 
++  miera detekcie produktu PCR 
Špecifický produkt PCR (262 bp) bol detegovaný po reamplifikácií všetkých vzoriek DNA. 
     1         2      3      4        5      6 
262 bp → 
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Obr. 8: Gélová elektroforéza reamplifikovaného špecifického produktu PCR (233 bp) 
s primermi špecifickými pre C. tyrobutyricum 
 
 
Beh Množstvo DNA (µl) DNA Detekcia produktov PCR 
1 0 NK - 
2 1 PK - C. tyrobutyricum + 
3 1 C. sp., v pôvodnej koncentácií +/- 
4 2 C. sp., v pôvodnej koncentácií ++ 
5 1 C. sp., 10 riedená + 
6 - veľkostný štandard  
 
-   produkt PCR nebol detegovaný 
+, ++, +/-  miera detekcie produktu PCR 
Špecifický produkt PCR bol detegovaný po reamplifikácií všetkých vzoriek DNA, v behu  3 
je produkt PCR slabo detegovaný. 
        1     2     3    4     5    6 
 
233 bp → 
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Obr. 9: Gélová elektroforéza reamplifikovaného nešpecifického produktu PCR (pribl. 410 bp) 
s primermi špecifickými pre C. tyrobutyricum 
 
 
Beh Množstvo DNA (µl) DNA Detekcia produktov PCR 
1 0 NK - 
2 1 PK -C. tyrobutyricum +++/+ 
3 1 C. sp., v pôvodnej koncentácií - 
4 2 C. sp., v pôvodnej koncentácií - 
5 1 C. sp., 10 riedená - 
6 - veľkostný štandard  
 
-   produkt PCR nebol detegovaný 
+/+++  miera detekcie produktu PCR 
V prípade druhu C. tyroburyricum boli detegované dva produkty PCR, jeden so 
špecifickou dĺžkou 233 bp, druhý – nešpecifický – o dĺžke približne 410 bp. V ostatných 
behoch neboli detegované žiadne amplikóny. 
          1     2    3   4    5    6 
 
233 bp → 
nešpecifický produkt,  
pribl. 410 bp. ↓ 
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5. DISKUSIA 
5.1. PCR s univerzálnymi primermi pre doménu Bacteria 
Amplifikovateľnosť všetkých analyzovaných DNA bola potvrdená, detegovaný produkt 
PCR mal veľkosť 466 bp. Pri použití koncentrácie vzorky 10 ng/µl bol produkt PCR veľmi 
intenzívny, preto bola DNA zriedená na koncentrácie 1ng/µl a 0,1ng/µl. Takto upravená DNA 
sa amplifikovala. Nešpecifické amplikóny neboli v tomto prípade detegované. Touto PCR sa 
potvrdila amplifikovateľnosť vzoriek DNA a fakt, že vzorky patria do domény Bacteria. 
Slabší PCR produkt u pozitívnej kontroly C. butyricum (c = 0,1 ng/µl) môže byť zapríčinený 
vpravením menšieho množstva DNA do PCR zmesi alebo zlým premiešaním komponent. 
5.2. Rodovo špecifická PCR - rod Clostridium 
V tejto reakcií bolo dokázané, že vzorky DNA patria do rodu Clostridium. Veľkosť 
amplikónu  619 bp je v zhode s literárními zdrojmi. [63] Bola použitá DNA o koncentrácií 
c = 10 ng/µl, predchádzajúce pokusy s nižšou koncentráciu DNA neboli úspešné (vôbec 
nedošlo k amplifikácií). Po amplifikácií DNA oboch pozitívnych kontrol bol detegovaný 
intenzívny produkt PCR, menej intenzívny, avšak rovnako dlhý produkt (619 bp) bol získaný 
po amplifikácií DNA neznámeho druhu rodu Clostridium (beh 4).  
5.3. Druhovo špecifické PCR – druhy C. butyricum a C. tyrobutyricum 
Na zaradenie vzoriek do druhu C. butyricum boli použité druhovo špecifické primery 
dávajúce veľkosť amplikónu 262 bp. [64] U druhu C. tyrobutyricum bola veľkosť amplikónu 
233 bp. [65] DNA templát mal v oboch prípadoch koncentráciu c = 10 ng/µl. Došlo 
k amplifikácií iba u pozitívnych konrol, to znamená, že vo vzorke DNA neznámeho druhu 
(Clostridium sp.) sa nachádzali také klostridiálne druhy, ktoré nepatrili ani do druhov C. 
butyricum alebo C. tyrobutyricum. Mohlo napríklad ísť o DNA rodu Clostridium sporogenes, 
ktorý sa podobne ako druhy C. butyricum a C. tyrobutyricum vyskytuje v syroch s neskorým 
durením.  
5.4. PCR génu pre produkciu hydrogenázy A (hydA) 
Veľkosť amplikónu génu pre hydrogenázu A je 259 bp. [66] Intenzívny PCR produkt o 
tejto veľkosti bol detegovaný pri amplifikácií DNA pozitívnej kontroly C. butyricum, ktorá 
podľa literatúry gén pre tvorbu tohto enzýmu obsahuje. [67] U pozitívnej kontroly C. 
tyrobutyricum bol detegovaný iba nešpecifický produkt PCR, ktorý mal dĺžku približne 
100 bp a neodpovedal špecifickému amplikónu génu pre hydrogenázu A (hydA). U 
sledovaného kmeňa C. tyrobutyricum S5 nedošlo k amplifikácií vôbec, čo môže znamenať, že 
tento kmeň neobsahuje gén pre tvorbu hydrogenázy A alebo gén nebol amplifikovaný 
s využitím primerov použitých v tejto práci. Rovnaký záver potvrdili aj predchádzajúce 
štúdie. [58] 
5.5. Reamplifikácia sekvencií druhov C. butyricum a C. tyrobutyricum 
Pozitívne kontroly amplikónov C. butyricum a C. tyrobutyricum boli vyrezané z gélu, 
v nich obsiahnutá DNA bola extrahovaná do TE pufru a bola reamplifikovaná s použitím 
druhovo špecifických primerov. V prípade C. butyricum bol získaný reamplifikát s rovnakou 
dĺžkou a intenzitou produktu PCR. U kmeňa C. tyrobutyricum bol získaný špecifický aj 
nešpecifický PCR produkt. Oba boli podrobené reamplifikácií, avšak úspešná bola podľa 
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očakávania iba reamplifikácia špecifického produktu. Najväčšiu intenzitu mal produkt PCR 
získaný po amplifikácií 2 µl DNA. Pri amplifikácií 1 µl DNA bol detegovaný veľmi slabý 
produkt PCR. Naopak, pri amplifikácií 10zriedenej DNA bol PCR produkt lepšie vizuálne 
detegovaný. Táto anomália mohla byť spôsobená prítomnosťou inhibítorov PCR. Inhibítory 
boli zriedené spolu s DNA a tým došlo k účinnejšej amplifikácií. Po reamplifikácií 
nešpecifického PCR produktu C. tyrobutyricum neboli detegované žiadne PCR produkty, 
nezávisle od použitej koncentrácie DNA.  
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6. ZÁVER 
Teoretická časť bakalárskej práce ponúka prehľad o biologických a nebiologických 
spôsoboch výroby vodíka s dôrazom na metódy biologické. Jednou z najvýznamnejšie 
študovaných biotechnologických spôsobov je tmavá anaeróbna fermentácia. V jej priebehu 
baktérie schopné fermentovať organický odpad produkujú bioplyn, ktorého významnou 
zložkou je vodík. Pomer vyprodukovaného vodíka k ostatným plynom závisí od zloženia 
bakteriálneho spoločenstva, ktoré sa na fermentácií podieľa. Študované druhy C. butyricum a 
C. tyrobutyricum sú významnými producentmi vodíku v biotechnologických výrobách. 
Srvátka je v tejto práci predstavená ako potenciálny substrát pre rast zmienených baktérií. 
V súčasnosti sa využíva iba v malej miere a z veľkej časti tvorí odpad, pričom vďaka svojmu 
obsahu cukrov by mohla byť využívaná ako substrát. Aby bol výrobný proces rentabilný, 
musí sa nájsť také zloženie bakteriálnej kultúry, ktoré v čo najvyššej miere umožňuje 
produkciu vodíku. Toto je ale otázkou ďalšieho a rozsiahlejšieho výskumu.  
Cieľom praktickej časti bolo dokázať prítomnosť rodu Clostridium a druhov C. butyricum 
a C. tyrobutyricum vo vzorkách DNA. Podarilo sa dokázať príslušnosť DNA do domény 
Bacteria a do druhov C. butyricum a C. tyrobutyricum. DNA izolovaná z buniek  Clostridium 
sp. sa neamplifikovala v druhovo špecifickej PCR a neobsahovala ani gén pre produkciu 
hydrogenázy A (hydA) na rozdiel od C. butyricum, kde bol pomocou PCR tento gén 
dokázaný. 
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8. ZOZNAM POUŽITÝCH SKRATIEK 
ABE   acetón – butanol – etanol(ová) 
apod.    a podobne 
ATP   adenozín trifosfát, makroergická zlúčenina 
Clostridium sp. čistá DNA bakteriálneho rodu Clostridium neznámeho druhu 
CO   oxid uhoľantý 
DNA   deoxyribonukleová kyselina 
mld   miliarda 
napr.   napríklad 
NK   negatívna kontrola 
PK   pozitívna kontrola 
PCR   polymerázová reťazová reakcia 
pribl.    približne 
